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SEZNAM GESEL 
 
 
CEKOTROFIJA (CEKOFAGIJA): Značilen pojav pri kuncih. Cekotrofi so mehko blato, 
katerih sestava je podobna sestavi vsebini slepega črevesa kuncev. Cekotrofija pomeni 
nastajanje cekotrofov, cekofagija pa zauživanje cekotrofov. 
 
MONOSAHARIDI:  Monosaharidi so najbolj osnovne enote ogljikovih hidratov, ki jih ne 
moremo razgraditi v preprostejše ogljikove hidrate. So derivati aldehidov in ketonov, ki 
vsebujejo vsaj 3 ogljikove atome (trioze). V naravi so najbolj razširjene pentoze 
(arabinoza, ksiloza) in heksoze (glukoza, fruktoza, manoza in galaktoza) 
 
OLIGOSAHARIDI: Oligosaharidi spadajo med ogljikove hidrate, kateri so sestavljeni iz 2 
do 10 monosaharidnih enot. Oligosaharidi z dvema monosaharidnima enotama imenujemo 
disaharidi, s tremi monosaharidnimi enotami pa trisaharidi itd. Predstavniki oligosaharidov 
so saharoza, laktoza, maltoza in celobioza. 
 
POLISAHARIDI: Polisaharidi so ogljikovi hidrati, sestavljeni iz posameznih enot 
monosaharidov ali disaharidov (od 100 do 1000 enot), povezani z glikozidno vezjo. 
Predstavniki polisaharidov so škrob, glikogen, celuloza, hemiceluloze in inulin.  
 
PLINSKI TEST: Plinski test je metoda, s katero ugotavljamo aktivnost mikrobne 
populacije. S to tehniko dobimo informacijo o obsegu in kinetiki fermentacije. 
 
KROMATOGRAFIJA: Kromatografija je metoda, s katero določamo vsebnost hlapnih 
maščobnih kislin v vzorcu (npr. v vsebini slepega črevesa) s pomočjo plinskega 
kromatografa. 
 
IN VITRO FERMENTACIJA: In vitro fermentacija je proces fermentacije, ki poteka v 
nadzorovanem okolju zunaj živega organizma (npr. v laboratoriju).  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
A faktor mikrobne (ne)učinkovitosti 
Ac ocetna kislina 
ATP adenozin trifosfat 
B 
BDI 
maksimalna količina proizvedenega plina 
brezdušični izvleček 
Bu maslena kislina 
C specifična hitrost fermentacije 
-CHO aldehidna skupina 
-CO ketonska skupina 
CO2 ogljikov dioksid 
GAS8 količina plina, ki je nastala v 8 urah 
HCl klorovodikova kislina 
HMK hlapna maščobna kislina 
HS hranljiva snov 
KDV v kislem detergentu netopna vlaknina 
LAG časovni zamik fermentacije 
MFR največja hitrost fermentacije 
MFR8 največja hitrost fermentacije v 8 urah 
NDV v nevtralnem detergentu netopna vlaknina 
-OH hidroksilna kislina 
OGH ogljikov hidrat 
Pr propionska kislina 
PRC pedagoško raziskovalni center 
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina 
SS suha snov 
SV surova vlaknina 
TMFR čas največje hitrosti fermentacije 
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1 UVOD 
 
Za kunce je značilna majhna prostornina prebavil, visok nivo presnove in hiter prehod 
krme skozi prebavila. So herbivori in spadajo med monogastrične živali z encimsko ter 
mikrobno prebavo. Kot postgastrični fermentorji imajo obsežno debelo črevo in slepo 
črevo, kjer poteka mikrobna prebava. Uravnovešena črevesna mikroflora je pomembna pri 
prebavnem procesu. Fermentacija v slepem črevesu je pri kuncih zelo pomemben del 
prebave hranljivih snovi (HS). Tiste snovi, ki jih encimi živali niso sposobni razgraditi, 
lahko fermentirajo mikrobi. To so predvsem pektini, celuloze in hemiceluloze. Te snovi 
pomagajo tudi pri ohranjanju zdravja kuncev, ki so občutljivi na prebavne motnje. Pravilna 
prehrana omogoča kuncem zadostiti potrebe po hranljivih snoveh, ki jih potrebujejo in 
izkoriščajo za rast in razvoj. 
 
Namen naše raziskave je bil ugotoviti potek fermentacije izbranih ogljikovih hidratov v 
slepem črevesu kuncev. Kot vemo, se topni ogljikovi hidrati prebavijo že pred vstopom v 
debelo črevo v fazi encimske prebave. Zanimalo nas je, kako se v primeru prehoda mono, 
di ali poli saharidov v slepo črevo, le ti razgradijo s pomočjo mikrobov, naseljenih v 
slepem črevesu. Ugotavljali smo, kolikšna je produkcija plina iz substratov in kolikšna je 
produkcija hlapnih maščobnih kislin, ki nastanejo iz teh ogljikovih hidratov. V ta namen 
smo uporabili vsebino slepega črevesa kuncev kot inokulum za določanje in vitro 
produkcije plina, medtem ko smo s plinsko kromatografijo ugotavljali produkcijo hlapnih 
maščobnih kislin. Kot substrate smo uporabili glukozo, fruktozo, saharozo, 2 vrsti inulina 
(inulin in inulin iz Sigme), beta glukan in komercialni proizvod Molkolac instant, ki 
vsebuje 83 % laktoze. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PREBAVA KUNCEV 
 
Kunci (Oryctolagus cunuculus) spadajo v razred sesalcev in so čisti rastlinojedi. Zanje je 
značilna dolga prebavna cev ali kanal, ki se začne z ustno votlino, nadaljuje pa se z grlom, 
požiralnikom, želodcem, tankim črevesom (dvanajstnik – duodenum, vito črevo – jejunum, 
tešče črevo – ileum) in konča z debelim črevesom (slepo črevo – cekum, široko črevo – 
kolon, zadnje črevo – rektum in zadnjična odprtina – anus) (Barat, 1989). 
2.1.1 Mehanski procesi prebave 
 
Mehanski procesi prebave (drobljenje, žvečenje) se začnejo že v ustni votlini, kjer žival 
krmo s pomočjo zob in sline žveči, jo drobi in mečka. Kunec ima 28 zob, od tega v zgornji 
čeljusti 16, v spodnji pa 12 zob. Zgornja čeljust je sestavljena iz dveh velikih in dveh malih 
sekalcev, treh parov predmeljakov in treh parov meljakov. V spodnji čeljusti mu manjka 
par malih sekalcev in en par meljakov. Ena izmed značilnosti kuncev je, da so veliki 
sekalci (glodači) stalno rastoči zobje, ki letno lahko zrastejo za 13 mm, a si jih kunec brusi 
z naravno prehrano ali lesenimi deli kletke. Krma se iz ustne votline mehansko premika 
skozi prebavni trakt s pomočjo peristaltičnega gibanja, ki ni pod vplivom volje. Poznamo 
več različnih vrst gibanj (pri kuncih je še posebej poznano antiperistaltično gibanje v 
spodnjih delih prebavil). Funkcija peristaltike je mešanje in transport vsebine prebavil. Ob 
mešanju vsebine prebavil se primešajo prebavni sokovi in mikroorganizmi, prebavljene 
hranljive snovi pa pridejo v stik s sluznico prebavil, kjer poteka absorpcija hranil v kri in 
limfo. Ena izmed oblik peristaltike je bruhanje, ki pa je pri kuncih nemogoča, zaradi 
anatomske lege želodca in njegovega poševnega prehoda v požiralnik, kar mu pogosto 
povzroča želodčne težave (napetost) (Orešnik in Kermauner, 2009). 
2.1.2 Kemična prebava 
 
Nadaljevanje mehanske prebave v ustih je kemična prebava v enodelnem želodcu, ki je 
nameščen v levi polovici trebušne votline. Širok je približno 50 do 80 mm. Srednje 
napolnjen ima prostornino 180 do 200 ml in doseže približno 1 % telesne mase. V 
enostavnem želodcu poznamo fiziološko različno aktivne dele in sicer kardialni del, 
fundusni del in pilorusni del. V kardialnem in ezofagealnem delu želodca lahko pride tudi 
do delovanja α–amilaze iz sline (le pri človeku in prašiču) in mikroorganizmov, ki 
naseljujejo ta del želodca. Pod kemično prebavo razumemo delovanje encimov v prebavnih 
sokovih, ki se izločajo v prebavila. To je želodčni sok, ki vsebuje solno kislino (HCl), s 
katero močno zakisa vsebino želodca (pH je okoli 1,5 do 2,5), s čimer zaustavi delovanje 
amilaze iz sline (pri človeku in prašiču) in začne prebavo beljakovin, hkrati pa tudi 
preprečuje preživetje in razmnoževanje patogenih mikroorganizmov. Pepsinogen je 
najpomembnejša proteaza v želodčnem soku, ki se s pomočjo nizkega pH aktivira in 
postane aktiven encim – pepsin. Pri kuncih se krma v želodcu mehanično skoraj ne meša, 
zato tvorijo posamezni deli zaužite krme v želodcu naložene plasti. Krma se zato tudi 
počasneje prepoji z želodčnim sokom in kislino. Kemična prebava se nadaljuje v tankem 
črevesu, kjer poteka absorpcija HS. Tu se nadaljuje in zaključi prebava beljakovin do 
prostih aminokislin, hkrati pa se začnejo prebavljati maščobe in topni ogljikovi hidrati. 
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Prebavo v tankem črevesu spodbujajo trije prebavni sokovi: žolč, sok trebušne slinavke 
(pankreasni sok) in črevesni sok. Žolč emulgira maščobo v drobne kroglice, ki jih nato 
encimi iz trebušne slinavke in črevesnega soka lahko razgradijo. Med ogljikovimi hidrati 
se s pomočjo encimov razgradijo samo škrob in sladkorji, vlaknina oz. neškrobni 
polisaharidi (celuloza, hemiceluloze) pa gredo neprebavljeni skozi tanko črevo. Organizem 
s svojimi prebavnimi sokovi ne izloča nobenega encima, ki bi lahko razgradil β–glikozidne 
vezi med monosaharidi v molekulah neškrobnih polisaharidov, zato so te snovi 
neprebavljive z lastnimi encimi. Vsi trije sekreti (žolč, pankreasni sok in črevesni sok) 
delujejo istočasno in so nujno potrebni za normalno prebavo. Encimi, ki jih vsebujejo, 
učinkujejo najbolje pri nevtralni ali rahlo bazični reakciji. V zgornjih delih tankega črevesa 
najdemo še nekoliko nižji pH, kjer poteka tudi absorpcija rudninskih snovi (Orešnik in 
Kermauner, 2009).   
2.1.3 Mikrobna prebava 
 
Po kemični prebavi se nadaljuje mikrobna prebava, ki jo najdemo v največji meri v 
debelem črevesu. Za kunčevo debelo črevo je značilno, da je v primerjavi z ostalimi 
prebavili najobsežnejše. Dolgo je približno 1,3 do 1,5 metra, od tega pa je 300 do 550 mm 
slepega črevesa in obsega 40 % celotne prostornine prebavil. Slepo črevo kunca ima 
podobno vlogo kot vamp pri prežvekovalcih. V kolonu najdemo veliko število 
mikroorganizmov, ki vsebino razgradijo, tvorijo lastno biomaso in različne vitamine. 
Prisotni mikroorganizmi so zaradi pomanjkanja kisika anaerobni in se zaradi dobrih 
pogojev uspešno razmnožujejo in rastejo. Razgrajujejo delce krme, ki je neprebavljena 
prišla iz tankega črevesa (neškrobni polisaharidi, neprebavljeni prebavljivi topni ogljikovi 
hidrati, beljakovine in maščobe). Te mikroorganizmi razgradijo do hlapnih maščobnih 
kislin (ocetne, maslene in propionske). Fibrolitični (celulolitični) mikroorganizmi se 
povežejo s substratom v vsebini prebavil in izločajo encime (celulaze, pektinaze, ksilanaze, 
itd.). S temi encimi lahko razgradijo β-glikozidne vezi v molekulah neškrobnih 
polisaharidov do enostavnih sladkorjev (glukoze pri razgradnji celuloze, fruktoze, 
galaktoze in manoze pri razgradnji heteropolisaharidov). Monosaharidi se absorbirajo v 
celico mikroorganizma, kjer služijo predvsem kot vir energije, pa tudi kot izhodiščna snov 
za sintezo drugih presnovkov v presnovi mikroorganizma. Mikroorganizem lahko izkoristi 
energijo iz glukoze in drugih monosaharidov z anaerobnimi biokemičnimi procesi, zato v 
presnovi kot končni produkt (poleg v ATP vezane kemične in odpadne toplotne energije) 
ne nastajata CO2 in voda, ampak hlapne maščobne kisline (HMK). Ker so za 
mikroorganizem izloček, jih izločijo v vsebino črevesa. Te kisline se vsrkavajo skozi 
sluznico in jih organizem porabi za pokrivanje energijskih potreb. Ena izmed posebnosti 
pri kuncih je tako imenovan mehanizen ločevanja delcev v slepem črevesu, kar pomeni, da 
po eni strani potiska majhne delce v slepo črevo, velike, ki jih ne more razgraditi, pa hitro 
izloča skozi debelo črevo. To je tako imenovano blato (odpadek), ki ga vidimo na tleh 
(Orešnik in Kermauner, 2009).  
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2.2 CEKOTROFIJA 
 
Za kunce je značilna cekotrofija (nastajanje cekotrofov) oz. cekofagija (zauživanje 
cekotrofov). Vsakodnevno izločajo dve vrsti blata. Trdo blato, ki ima večjo vsebnost 
surove vlaknine (SV) in manjšo vsebnost beljakovin, mikroorganizmov in vitaminov ter 
mehko blato ali cekotrofe, katerih sestava je podobna sestavi vsebine slepega črevesa. Ti se 
vsakodnevno v posebnem cikličnem ritmu oblikujejo iz vsebine slepega črevesa. V kolonu 
dobijo sluzast ovoj in se izločijo po isti poti kot trdo blato. Zanimivo je, da takoj ob 
izločitvi cekotrofa kunec le-tega požre. S tem produkti mikrobne prebave pridejo na 
začetek prebavnega trakta, kjer se lahko prebavijo in absorbirajo. Cekotrofi vsebujejo 
hranljive snovi velike hranilne vrednosti, saj vsebujejo veliko beljakovin 
(mikroorganizmov) in vitaminov. S pomočjo cekotrofije kunci izločajo tiste snovi, ki jih ne 
morejo razgraditi in prebaviti (velike celulozne delce), medtem ko zelo učinkovito 
izkoriščajo majhne delce, zaradi cekotrofije pa dobijo še dodatne mikrobne beljakovine in 
vitamine. Izločanje cekotrofov se začne že 3 do 5 ur po zaužitju krme. Cekotrofija je 
popolnoma normalno dejanje, ki močno vpliva na prebavljivost HS in poteka predvsem v 
jutranjih urah. Na podlagi količine cekotrofov in trdega blata lahko ugotovimo, ali ima 
kunec prebavne motnje ali ne (Grün, 2002). 
 
2.3 PORAZDELITEV MIKROORGANIZMOV V ČREVESU KUNCEV 
 
Interakcija med bakterijami in gostiteljem ima pomembno vlogo pri vzpostavitvi potrebne 
mikroflore za živali z enodelnim želodcem, kot so kunci. Fermentacija hranljivih snovi v 
črevesju je interakcija med živaljo (odvisno od starosti, imunskega statusa, stresa), 
mikroflore, količine substrata in končnih produktov prebave (Williams in sod., 2001). 
 
Mikroorganizmi med fermentacijo krme tvorijo pline (ogljikov dioksid in metan), hlapne 
maščobne kisline, amine ter vitamine B skupine in vitamin K. Način interakcije med 
bakterijami je lahko antagonističen ali pa sinergističen (Williams in sod., 2001). 
Bakterijska združba se s starostjo povečuje. Prva kolonizacija mikroorganizmov v črevesju 
je pri novorojenih živalih med dojenjem stabilna, vendar lahko pričakujemo kvalitativne 
spremembe (Drasar, 1989).  Mikroorganizmi se pojavijo v slepem črevesu kuncev šele po 
tretjem tednu starosti oz. po vzpostavitvi cekofagije. S pomočjo cekofagije organizem dobi 
dodatne hranljive snovi, ki jih vsebujejo bakterije in njihovi presnovni produkti v mehkem 
blatu (Kermauner, 1994). 
 
Pred odstavitvijo v črevesju živali dominirajo bifidobakterije in lactobacili. To je značilno 
za živali, ki se še prehranjujejo z mlekom. Spremembe se zgodijo, ko živali začnejo 
zauživati  trdo krmo (peleti …), s tem se tudi spremeni bakterijska populacija, kjer pridejo 
na plano enterobakterije in anaerobne bakterije in s tem prispevajo k kvalitativnim in 
kvantitativnim spremembam mikroflore (Williams in sod., 2001).   
 
Bennegadi in sod. (2003) so ugotovili, da se začnejo fibrolitični mikroorganizmi 
naseljevati v slepem črevesu šele po 15. dnevu starosti, ko kunci začnejo jesti trdo krmo. 
Če obrok živali vsebuje ogljikove hidrate, kot so pektini, hemiceluloze, rezistentni škrob, ti 
niso prebavljeni v tankem črevesu, ampak šele v debelem in slepem črevesu, s tem pa 
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pospešijo nastanek stabilne mikroflore. To se zgodi med ali kmalu po odstavitvi. Po 
odstavitvi so živali pod velikim stresom (novo okolje, nova prehrana), zato so mlade živali 
tudi zelo občutljive na potencialno patogene mikroorganizme (Williams in sod., 2001).  
 
Raziskava Dong in sod. (1996) je pokazala, da se ob preobilju beljakovin v debelem 
črevesu pri prezgodaj odstavljenih pujskih poveča koncentracija NH3 v kolonu, zaradi česa 
pride do drisk.  
 
Prebavo v črevesu delimo na dva dela: na prebavo v tankem črevesu, kjer poteka encimska 
hidroliza in na prebavo v debelem črevesu, kjer poteka fermentacija s pomočjo 
mikroorganizmov. Prehod vsebine prebavil skozi tanko črevo je okoli 2 do 4 ure, medtem 
ko se vsebina zadržuje v debelem črevesju med 20 do 80 urami, od tega 10 ur v slepem 
črevesu, kar daje veliko časa za stabiliziranje potrebne mikroflore. Mikroflora tvori 
kompleksen ekosistem, ki vsebuje anaerobne bakterije, med katerimi številčno prevladajo 
fakultativni organizmi v razmerju okoli 100:1. V slepem črevesu odraslega kunca najdemo 
od 10
9
 do 10
10
 anaerobnih mikroorganizmov na gram vsebine (Padilha in sod., 1995). Med 
te spadajo tudi metanogeni mikroorganizmi, ki so striktno anaerobne arheje, katerih 
številčnost narašča s starostjo kunca (Bennegadi in sod., 2003). Pred odstavitvijo v slepem 
črevesu najdemo več reduktivnih acetogenih bakterij kot metanogenih arhej, po odstavitvi 
pa začnejo prevladovati metanogeni mikroorganizmi (Piattoni in sod., 1996). Evkariontov 
je v slepem črevesu kuncev malo. Bennegadi in sod. (2003) so z določanjem evkariontske 
rRNA ugotovili, da je njihov delež manjši od 7 %.  
 
Bennegadi in sod. (2003) so določili prevladujoče skupine bakterij v slepem črevesu 
kuncev, kot so Flexibacter, Bacterioides in Cytophaga, med prevladujočimi bakterijami pa 
najdemo Prevotello ruminicolo. Poleg tega pa so ugotovili tudi, da so v slepem črevesu 
prisotni tudi nekateri celulolitični mikroorganizmi, kot so Fibrobacter succinogenes, 
Fibrobacter intestinalis, Ruminococcus albus in Ruminococcus flavefaciens. Celulotičnih 
mikroorganizmov je bilo le 5 % celotne populacije mikroorganizmov. Takšen odstotek so 
odkrili tudi pri monogastričnih živalih. 
 
Število bakterij v blatu kuncev je okoli 1010 do 1012 kolonije formirajočih enot na mililiter. 
Mikroflora posamezne živali lahko vsebuje tudi več kot 400 vrst bakterij (Holdeman in 
sod., 1977).  
 
Avtohtona črevesna mikroflora naj bi bila v veliki meri povezana z genotipom. Zanimivo 
je, da obstajajo razlike med vrstami (Hackstein in sod., 1995) ali celo med posamezniki 
iste vrste (Van der Waaij, 1987). 
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2.4 OGLJIKOVI HIDRATI 
 
Večina ogljikovih hidratov vsebuje poleg ogljikovih atomov, atome vodika in kisika v 
istem razmerju, kot v vodi (2:1). Splošna formula ogljikovih hidratov (OGH) je: Cn(H2O)n. 
Izjema v tem pravilu so nekateri derivati ogljikovih hidratov kot npr. deoksisladkorji 
(deoksiriboza – C5H10O4), ki je sestavni del deoksiribonukleinskih kislin (Schrӧter in sod., 
1993). 
2.4.1 Monosaharidi 
 
Beseda izhaja iz grščine (manos – eden, saharid – sladkor). So najbolj osnovne enote 
ogljikovih hidratov oz. saharidov. Molekul preprostih sladkorjev ne moremo razgraditi v 
preprostejše ogljikove hidrate. Ponavadi so brezbarvni, topni v vodi, v alkoholu so slabo 
topni in se nahajajo v kristalni obliki. Nekateri monosaharidi imajo sladek okus, zato jim 
pravimo tudi sladkorji. Zaradi prisotnosti večjega števila vodikovi vezi je temperatura 
taljenja sorazmerno visoka. Pri segrevanju se pogosto zgodi, da razpadejo, preden se 
raztopijo (Schrӧter in sod., 1993). 
 
Glede na funkcionalno skupino delimo monosaharide na: 
 
- Aldoze (vsebujejo aldehidno skupino - CHO) 
- Ketoze (vsebujejo ketonsko skupino - CO) 
 
Glede na število C atomov ločimo monosaharide na: 
 
- 3C – trioze (molekule imajo 3 ogljikove atome) 
- 4C – tetroze (molekule imajo 4 ogljikove atome) 
- 5C – pentoze (molekule imajo 5 ogljikovih atomov) 
- 6C – heksoze (molekule imajo 6 ogljikovih atomov) 
 
Od vseh monosaharidov, ki se nahajajo v naravi (od 3 do 8 C atomov), so najbolj razširjene 
pentoze in heksoze. Pentoze v naravi ne nastopajo kot monosaharidi, ampak le kot gradniki 
oligosaharidov in polisaharidov (npr. v lesu). Pogosto so tudi sestavni del proteidov (spojin 
z beljakovinami) pri živalih (v jetrih in trebušni slinavki). Primer pentoz so arabinoza in 
ksiloza. Pentoze v naravi nastopajo kot monosaharidi, oligosaharidi in polisaharidi. Primeri 
heksoz so glukoza, fruktoza, manoza in galaktoza (Schrӧter in sod., 1993). 
2.4.1.1 Glukoza 
Je enostavni sladkor, monosaharid, ki spada med aldoheksoze, kar pomeni, da vsebuje 
aldehidno skupino (CHO) in 6 ogljikovih atomov (heksoza). Molekulska formula je 
C6H12O6. Za glukozo je značilno, da jo v naravi najdemo kot D-spojino, njen optični 
izomer L-glukoza pa se v naravi ne pojavlja. Glukozo je prvi izoliral kemik Andreas 
Marggraf leta 1747. Glukozi rečemo tudi grozdni sladkor, saj je bilo grozdje eno izmed 
prvih sadežev, v katerem je bila odkrita glukoza. Drugo ime za glukozo je dekstroza, 
katero je poimenoval Friedrich August Kekule, ki je menil, da je to ustreznejši naziv zaradi 
optičnih izomer (D-spojina, dexter= desno). Glukoza nastane v procesu fotosinteze in ob 
hidrolizi škroba (Boyer, 2005; Sušnik in Povž, 1974).  
 
7 
Debeljak J. In vitro fermentabilnost nestrukturnih ogljikovih hidratov v slepem črevesu kuncev 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2018 
 
 
Kot monosaharid jo najdemo v mnogih sadežih, v krvi (od tu ime krvni sladkor), v medu 
ipd. Kemijsko je vezana v saharozi oz. sukrozi, maltozi, laktozi, škrobu, celulozi in mnogih 
drugih ogljikovih hidratih. Glukoza, absorbirana iz prebavil, se po krvi prenaša v vse celice 
telesa, kjer se porablja pri celičnem dihanju in pri pridobivanju energijsko bogate snovi - 
adenozin trifosfata (ATP) (Schrӧter in sod., 1993). Glukoza je bel kristaliničen prah, 
sladkega okusa in lahko topen v vodi. Molska masa glukoze znaša 180,16 g/mol, pri sobni 
temperaturi je v trdnem agregatnem stanju. Gostota glukoze je 1,56 g/cm
3, tališče pa ima 
pri 146 °C. Topnost v vodi pri temperaturi 20 °C je 470 g/L (Boyer, 2005; Sušnik in Povž, 
1974). 
 
 
Slika 1: Struktura glukoze (Schӧter in sod., 1993) 
 
2.4.1.2 Fruktoza 
 
Fruktoza je polihidroksni keton, monosaharid, ki spada pod skupino ketoheksoz. Vsebuje 
ketoskupino (CO) in 6 ogljikovih atomov (heksoza). Gre za strukturni oz. bolj natančno 
funkcionalni izomer glukoze. Kemijska formula je enaka kot pri glukozi (C6H12O6), vendar 
se razlikujeta po funkcionalni skupini (glukoza ima aldehidno skupino, fruktoza pa 
ketonsko skupino). Skupaj z glukozo in galaktozo sodijo med tri najpomembnejše 
monosaharide v naši prehrani. Fruktozo jo v različni hrani kot npr. v medu, različnem 
sadju in določeni zelenjavi. Je bela trdna snov in je najbolj topna izmed sladkorjev. 
Fruktoza je slajšega okusa kot navadni sladkor. Običajno jo najdemo v obliki sukroze, ki je 
sestavljena iz glukoze in fruktoze. Pri fruktozi, tako kot pri glukozi, obstajata L-optična 
izomera in D-optična izomera, vendar je slednja bolj pogosta v naravi (Schrӧter in sod., 
1993).  Absorpcija proste fruktoze poteka neposredno iz želodca, vezana v sukrozi pa se 
absorbira iz zgornjega dela tankega črevesa. Vsa fruktoza se ne absorbira v želodcu ali 
tankem črevesu. Neabsorbirana fruktoza gre v debelo črevo, kjer se s pomočjo 
mikroorganizmov fermentira do hlapnih maščobnih kislin, ogljikovega dioksida in drugih 
plinov (Corpe in sod. 1996; Corpe in sod., 1999). Molska masa fruktoze je 180,16 g/mol, 
gostota je 1,694 g/cm
3, tališče ima pri 103 °C. Topnost v vodi pri 25 °C je 400 g/L (Boyer, 
2005; Sušnik in Povž, 1974). 
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Slika 2: Struktura fruktoze (Schrӧter in sod., 1993) 
2.4.2 Oligosaharidi 
 
Pod to skupino spadajo ogljikovi hidrati, ki so sestavljeni iz 2 do 10 monosaharidnih enot. 
Oligosaharide z dvema monosaharidnima enotama imenujemo disaharidi, s tremi 
monosaharidnimi enotami pa trisaharidi itd. Zanje je značilno, da sta v molekuli dve 
monosaharidni enoti povezani z glikozidno vezjo. V vezi med monosaharidoma sodeluje 
na eni strani hidroksilna skupina (-OH), ki je nastala pri tvorbi strukture obroča (glikozidna 
hidroksilna skupina), na drugi strani pa glikozidna skupina ali pa »alkoholna« hidroksilna 
skupina. Orientacija vezi prve monosaharidne enote je lahko α– ali β-, medtem ko je na 
drugi monosaharidni enoti določena z njeno strukturo. Pri oligosaharidih so najpogostejše 
α-(1-4) ali β-(1-4) vezi. Primeri oligosaharidov so saharoza, laktoza, maltoza in celobioza 
(Schrӧter in sod., 1993). 
 
2.4.2.1 Saharoza 
 
Saharoza oz. sukroza spada med disaharide. Sestavljena je iz dveh monosaharidov in sicer 
iz α-D-glukoze in β-D-fruktoze. Kemijska formula je C12H22O11. Saharoza je sintetizirana 
v citosolu s pomočjo sukroza-6-fosfata (Hynes in Page, 1991). Je tako imenovani namizni 
sladkor, ki ga pridobivamo iz sladkorne pese ali sladkornega trsa. Je sladkega okusa in jo 
uporabljamo kot sladilo (Schrӧter in sod., 1993). 
 
White (2008), omenja podobno sladilo, kot je namizni sladkor. Gre za visoko koncentriran 
fruktozni koruzni sirup, sestavljen iz fruktoze in glukoze, s podobnimi karakteristikami kot 
saharoza.  
 
V prebavilih saharoza hidrolizira v fruktozo in glukozo, ki se absorbirata ali pa preneseta 
naprej v debelo črevo, kjer ju mikroorganizmi fermentirajo v hlapne maščobne kisline, 
CO2, metan itd. Saharoza se ne topi pri visokih temperaturah, ampak razpade in 
karamelizira. Pri fermentaciji, tako kot pri drugih ogljikovih hidratih, nastaneta CO2 in 
voda (Gray, 1971; Schrӧter in sod., 1993). 
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Slika 3: Struktura saharoze (Schrӧter in sod., 1993) 
 
2.4.2.2 Laktoza 
 
Laktozo uvrščamo med disaharide. Sestavljata jo dva monosaharida in sicer glukoza in 
galaktoza. Slednja je monosaharid, ki je manj sladek od glukoze. S pomočjo dehidracijske 
reakcije jo z glukozo združimo v laktozo. Monosaharida združena v laktozo sta povezana 
med seboj z β-(1-4) glikozidnimi vezmi. Za cepitev vezi poskrbi encim β-galaktozidaza. 
Formula laktoze je C12H22O11. Drugo ime za laktozo je mlečni sladkor, saj jo najdemo 
predvsem v mleku in mlečnih izdelkih. V kravjem mleku najdemo približno 4,7 %, v 
humanem mleku pa 7,1 % (Silanikove in Shapiro, 2012). 
 
Laktoza je slabše topna in manj sladka od fruktoze in saharoze. V prehrani je pomemben 
vir energije, pospešuje absorbcijo Ca2+, je potencialni prebiotik (mlečnokislinske bakterije) 
in uravnava delovanje in rast (sestavo) črevesne mikrobiote. Vzdržuje osmotski tlak (50 %) 
(Silanikove in Shapiro, 2012). 
 
Substrat uporabljen v tej magistrski nalogi se imenuje Molkolac Instant. Je v vodi zelo 
dobro topen prah bele do svetlo rumene barve, pridobljen z ultrafiltracijo. Pogosto ga 
uporabljajo kot dodatek pri prehrani prašičev, saj naj bi bil zelo dobrega okusa. Vsebuje 
maksimalno 4 % vode, 83 % laktoze, 3 % surovih beljakovin, 6 % surovega pepela, 
maksimalno 1 % surovih maščob in 14,4 MJ ME (prašiči). Poleg tega pa v Molkolacu 
najdemo tudi kar nekaj rudninskih snovi, kot so kalcij, fosfor, natrij, magnezij, kalcij in 
klor (Molkolac®…). 
 
 
Slika 4: Struktura laktoze (Schrӧter in sod., 1993) 
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2.4.3 Polisaharidi 
 
So polimerne strukture ogljikovih hidratov, sestavljene iz posameznih enot mono- ali 
disaharidov (od 100 do 1000 enot) in povezanih z glikozidno vezjo. Take strukture so 
ponavadi linearne, velikokrat pa se pojavljajo različne stopnje razvejanja. Polisaharide, ki 
so sestavljeni samo iz ene vrste monosaharidov, imenujemo homopolisaharidi (škrob),  
tiste, v katerih pa je vključen več kot en tip monosaharidov, pa imenujemo hetero 
polisaharidi. Med najpomembnejše homopolisaharide spadata škrob in glikogen, ki jih 
najdemo v rastlinah in živalih kot rezervna polisaharida (vir energije), celuloza in hitin, ki 
sta ogrodni snovi rastlin in živali, medtem ko so npr. hemiceluloze in inulin 
heteropolisaharidi (Schrӧter in sod. 1993). 
 
Razgradnja oligosaharidov in polisaharidov v monosaharide poteka s hidrolizo, npr. pri 
kuhanju v razredčenih kislinah. Nastajanje oligosaharidov in polisaharidov iz 
monosaharidov poteka ob odcepu vode (kondenzacija) (Schrӧter in sod., 1993). 
 
2.4.3.1 Inulin 
 
Inulin je polisaharid, oligomer oz. polimer fruktoze, ki ima eno ali več molekul glukoze na 
koncu polimerne verige. Molekule med seboj so tako kot pri navadni fruktozi povezane z 
β-glikozidnimi vezmi. Formula inulina je C6nH10n+2O5n+1 (Niness, 1999; Falony in sod., 
2009). Prisoten je kot rezervna snov v mnogih rastlinah, kot so pšenica, banana, čebula, 
česen, šparglji, regrat, topinambur, navadni potrošnik ali cikorja ter artičoka. Zaradi dobre 
topnosti v vodi je ta ogljikov hidrat ozmotsko aktiven. Rastline lahko spremenijo celični 
ozmotski potencial s spreminjanjem stopnje polimerizacije molekul inulina s pomočjo 
hidrolize. Zaradi tega rastline lahko vzdržijo nizke temperature in sušna obdobja (Boeckner 
in sod., 2001). 
 
Inulin je neprebavljiv, zato ostane do debelega črevesa nedotaknjen. V debelem črevesju 
ga prebavijo mikrorganizmi, pri čemer se sprosti CO2 in metan. Inulin se v prebavnem 
traktu ne razgradi do enostavnih sladkorjev ali monosaharidov, ampak do hlapnih 
maščobnih kislin. Zanimivo je, da je inulin zelo učinkovit prebiotik, saj v črevesju 
spodbuja rast koristnih probiotičnih bakterij, kot so bifidobakterije in lactobacili. S 
pomočjo teh bakterij inulin fermentira do končnih produktov, kot so hlapne maščobne 
kisline, ki znižajo pH vsebini debelega črevesa (Falony in sod., 2009). Poleg znižanja pH 
vrednosti črevesne vsebine, so nastale kisline pomembne tudi za zagotavljanje optimalnega 
delovanja celic sluznice kolona in za dobro absorpcijo kalcijevih, magnezijevih in 
železovih ionov (Scholz-Ahrens in Schrezenmeir, 2007).  
 
Abrams in sod. (2007) so ugotovili, da inulin izboljša absorpcijo hranljivih snovi s 
pomočjo treh možnih mehanizmov, in sicer: 1. inulin pasivno poveča absorpcijo v kolonu s 
povečano topnostjo kalcija, ki je povezana s spremembo pH in s spremembo mikroflore, 2. 
nastale hlapne maščobne kisline imajo neposreden učinek, ki s tem povečajo transcelularni 
prehod kalcija in 3. inulin pospeši rast celic in s tem se poveča razpoložljiva površina za 
absorpcijo v tankem in debelem črevesju. 
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2.4.3.2 Beta glukani 
 
Beta glukani spadajo v skupino naravnih, fiziološko aktivnih komponent. So polisaharidi 
glukoze, ki so med seboj povezane z (γ1-3) glikozidnimi vezmi in tudi nekaterimi (γ1-4 in 
γ1-6) glikozidnimi vezmi. Večina beta glukanov je izoliranih iz različnih gliv, najdemo pa 
jih tudi v kvasovkah, žitih in morskih algah. Komponente izolirane iz različnih vzorcev, ki 
imajo sicer podoben ali skoraj enak imunski odziv pri makroorganizmih, se lahko 
razlikujejo v primarni, sekundarni ali terciarni strukturi kot tudi v topnosti v vodi ali v 
bazah. Te fizikalno-kemijske razlike vplivajo na biološko aktivnost beta glukanov. So 
modifikatorji biološkega odziva z imunomodulatornim delovanjem. Splošno lahko 
imunomodulatorji delujejo pozitivno (imunostimulanti) ali negativno (imunosupresanti). 
Poznamo veliko vrst pozitivnih imunomodulatorjev, vendar so med njimi najbolj 
učinkoviti predvsem beta glukani (Novak in Vetvicka, 2009). 
 
Beta glukani, izolirani iz ječmena in gob, uspešno znižujejo pojav ateroskleroze in srčno 
žilnih bolezni. Vežejo holesterol in žolčne kisline ter s tem zmanjšujejo njihovo absorbcijo 
in posledično njihovo koncentracijo v krvi. Črevesna mikroflora fermentira žolčne kisline 
na krajše maščobne kisline, ki se absorbirajo in inhibirajo sintezo holesterola v jetrih. 
Zaradi njihove velike neprebavljivosti olajšajo peristaltiko, izboljšajo črevesne težave in 
pomagajo pri zaprtju oz. obstipaciji (Novak in Vetvicka., 2009). 
 
Poleg zgoraj opisane pozitivne vloge, jih uporabljamo kot dopolnilo v prehrani bolnikov z 
rakom, ki se zdravijo s kemoterapijo ali radioterapijo. Delujejo radioprotektivno, 
stimulirajo hematopoezo, z angiogenezo zavirajo proliferacijo tumorskih celic in s 
pomočjo posredne vezave beta glukanov na dektin-1 in TLP-2 receptorje na makrofagih, 
delujejo tudi citostatično in citotoksično (Novak in Vetvicka, 2009).  
 
2.4.4 Krmila 
 
2.4.4.1 Melasa 
 
Melasa je proizvod, ki ga dobimo ob pridobivanju saharoze iz sladkornega trsa ali 
sladkorne pese. Je gosta, temna nerafirana tekočina, ki ne vsebuje aditivov ali 
konzervansov. Bogata je z rudninskimi snovmi (kalcij, magnezij, železo, kalij, baker, krom 
in mangan) ter vitamini skupine B. Poleg tega pa v njej najdemo tudi beljakovine, 
maščobe, predvsem pa ogljikove hidrate (Pribiš in sod., 2005).  
 
Obstaja več vrst melase. Najtemnejša, ki je sicer rahlo grenkega okusa, vsebuje več 
hranljivih snovi (vitamini, rudninske snovi) kot pa svetlejša melasa. Kakovost melase je 
odvisna od zrelosti trsa ali pese ter od metode ekstrakcije in količine pridobljenega 
sladkorja (Kojič, 2012).  
 
Melasa ima dobro lastnost, da na telo deluje bazično in ga ne zakisa, zaradi velike količine 
rudnin, vendar pa lahko v prevelikih količinah negativno deluje na možgane (Kojič, 2012). 
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2.5 OGLJIKOVI HIDRATI V PREHRANI KUNCEV 
 
Prehrana kuncev je sestavljena iz različnih hranljivih snovi, ki jih najdemo v senu, 
ječmenu, ovsu, repi, pesi, sestavljenih krmnih mešanicah in drugih krmilih. Glavni vir 
energije kunci pridobijo iz ogljikovih hidratov. V weendski analizi se le-ti pojavijo v dveh 
skupinah, v surovi vlaknini (SV), v kateri prevladuje celuloza in v brezdušičnem izvlečku 
(BDI), kjer prevladujeta škrob in sladkorji. Za kunce je posebej pomembna vsebnost v 
kislem detergentu netopne vlaknine (KDV) v krmi, ki zajema lignin in celulozo. KDV 
zagotavlja normalno delovanje prebavnega trakta, značilno za kunce (cekotrofija in 
ločevanje delcev po velikosti v debelem črevesu), čeprav nima velike hranilne vrednosti. 
Obstaja pa tudi v nevtralnem detergentu netopna vlaknina (NDV), ki poleg KDV zajema še  
hemiceluloze, ki pa so pri kuncih dobro prebavljive in imajo tudi veliko energijsko 
vrednost (Grün, 2002). 
  
2.6 FERMENTACIJA OGLJIKOVIH HIDRATOV 
 
Fermentacija ogljikovih hidratov je odvisna od njihove strukture in vrste bakterij, ki 
naseljujejo prebavila (Parrett in sod., 1997). Končni produkti fermentacije ogljikovih 
hidratov so hlapne maščobne kisline, ki spodbujajo absorpcijo vode in natrija, s tem pa 
preprečujejo ozmotsko diarejo v situacijah, kot so slaba absorpcija sladkorjev v tankem 
črevesu. Hlapne maščobne kisline služijo kot vir energije za črevesne mukozne celice in 
stimulirajo celično proliferacijo črevesnega epitela. Če je v prehrani neprežvekovalcev 
veliko celuloze ali ostalih slabo prebavljivih oziroma neprebavljivih hranljivih snovi (npr. 
lignin), to onemogoča optimalen razvoj mikrobne aktivnosti v slepem črevesu, kar vodi v 
večje izločanje blata. Več kot je izločenega blata, večje so izgube dušika, energije, vode in 
elektrolitov (Lavrenčič, 2007). 
 
Edwards (1993) je ugotovil, da imajo slabo fermentabilni ogljikovi hidrati tudi koristne 
učinke. Poveča se izločanje presnovkov žolčnih kislin in ostalih potencialno strupenih 
snovi, kar zmanjša tveganje za poškodbe mukoze (Lavrenčič, 2007). 
 
2.7 PLINSKI TEST 
 
Fermentativno aktivnost mikrobov v slepem črevesu lahko določamo na več načinov. V 
preteklosti so uporabljali štetje mikrobov. S to metodo se lahko določi več vrst bakterij, 
celotne populacije ter kolonije (Lavrenčič, 2007). 
 
Če želimo ugotoviti aktivnost celotne populacije, lahko to izmerimo s pomočjo hlapnih 
maščobnih kislin. Celotno aktivnost mikrobne populacije lahko izmerimo z merjenjem 
prostornine nastalega plina, izmerjenega ob različnih trajanjih inkubacije, s plinskim 
testom. V preteklosti so in vitro plinski test uporabljali le za prežvekovalce, vendar se je 
izkazalo, da je metoda uporabna tudi za druge vrste živali. Ta tehnika nam daje informacije 
o obsegu, kot tudi o kinetiki fermentacije. Tehnika je uporabna tudi za ugotavljanje 
hranilne vrednosti krme za kunce, vendar še ni standardizirana (Calabro in sod., 1999). 
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Metodo plinskega testa moramo izvajati v anaerobnih pogojih. Uporabljamo jo tudi za 
ugotavljanje mikrobne aktivnosti v vampu, črevesju ali blatu (Lavrenčič, 2007).  
 
 
                            
     Slika 5: Kopel plinskega testa                                       Slika 6: Merjenje nastalega plina  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 ŽIVALI 
 
V poskusu smo uporabili dva 78 dni stara kunca pasme Beli Novozelandec (Slovenska 
mesna linija SIKA). Kunca sta bila rejena na PRC za kunčerejo na Oddelku za zootehniko 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. Krmljena sta bila s komercialno sestavljeno 
mešanico (Krka, Novo Mesto, Slovenija) in dobivala vodo ad libitum. Dan pred zakolom 
jima je bila odvzeta krma okoli 18.00 ure, vodo pa sta še vedno dobivala po volji. Kunca 
smo žrtvovali v jutranjih urah.  
 
3.2 SUBSTRATI 
 
V raziskavi smo uporabili 8 različnih ogljikovih hidratov. Uporabili smo glukozo (Sigma 
G8270-100g), fruktozo (Sigma F0127-100g), saharozo (Sigma S9378-500g), inulin in 
inulin sigma ter beta glukan (slednje tri smo dobili na Oddelku za živilstvo Biotehniške 
fakultete v Ljubljani), melaso (Jata – Emona) in Molkolac instant (Panvita kmetijstvo 
d.o.o). 
 
 
 
Slika 7: Substrati, uporabljeni v raziskavi  
 
3.3 IN VITRO FERMENTACIJA SUBSTRATOV 
 
In vitro fermentacijo ogljikovih hidratov smo izvedli po metodi Menke in Steingass (1988) 
(Hohenheimski plinski test). 
 
Pred pričetkom plinskega testa smo pripravili ustrezno število osušenih, čistih steklenih 
brizgalk za plinski test ter jih ustrezno označili. Delali smo v štirih paralelkah. V brizgalke 
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smo natehtali okoli 200 mg substrata, jih nato zaprli z batom brizgalke ter postavili v 
stojalo. 
  
V posebno posodo smo pripravili pufer, ki je sestavljen iz destilirane vode, raztopine A, B 
in C (preglednica 1) ter raztopine resazurina (indikator prisotnosti kisika) (preglednica 2). 
Mešanico pufra smo segreli na 39 °C, jo ves čas mešali z magnetnim mešalom in 
prepihovali s CO2 pod pritiskom 1,8 do 2,0 bara. Predno smo odvzeli slepo črevo kuncema, 
smo pripravili redukcijsko raztopino (za vezavo kisika) (preglednica 2), ki smo jo dodali v 
mešanico pufra in resazurina, 5 minut pred dodajanjem vsebine slepega črevesa.  
 
Preglednica 1: Sestava raztopin A, B, C 
Raztopina A Raztopina B Raztopina C 
13,2 g CaCl2 × 2H2O 35,0 g NaHCO3 5,7 g Na2HPO4 
10,0 g MnCl2 × 4H2O 4,0 g (NH4)HCO3 6,2 g KH2PO4 
1,0 g CoCl2 × 6H2O Destilirana voda do 1000 ml 0,6 g MgSO4 × 7H2O 
8,0 g FeCl2 × 6H2O  Destilirana voda do 1000 ml 
Destilirana voda do 100ml   
 
 
Preglednica 2: Sestava raztopine resazurina in redukcijske raztopine 
Redukcijska raztopina Raztopina resazurina 
47,5 ml destilirane vode 100 mg resazurina 
2 ml 1 M NaOH Destilirana voda do 100 ml 
285 mg Na2S × H2O  
 
 
Preglednica 3: Sestava pufra 
Pufer 
Destilirana voda 743 ml 
Raztopina A 185 µl 
Raztopina B 371 ml 
Raztopina C 371 ml 
Resazurin 1853 µl 
Redukcijska raztopina 50 ml 
 
 
Kuncema smo odvzeli celotno črevo in nato oba dela (vhod in izhod iz slepega črevesa) 
zavezali z vrvico in s tem preprečili iztekanje vsebine iz le-tega. Tam smo odvečno črevo 
odrezali, slepo črevo pa dali v PVC vrečko, le to pa v temno stiroporno škatlo napolnjeno z 
vodo, ogreto na 39 °C in odnesli v laboratorij. Dobljeno vsebino obeh slepih čreves smo 
iztisnili v čašo in dobro premešali. V drugo čašo smo zatehtali 31 g homogenizirane 
vsebine slepega črevesa in jo prelili s pufrom ter premešali. Za našo raziskavo smo 
uporabili koncentracijo 0,02 g/ml. Mešanico smo prefiltrirali skozi 4 plasti gaze v novo 
čašo. Filtrat smo nato prelili v ostanek pufra ogretega na 39 °C. Vsi postopki so potekali 
pod CO2, ki smo ga vpihovali ob tehtanju homogenizirane vsebine slepega črevesa, ob 
filtriranju skozi gazo in ob polnjenju brizgalk. Mešanico (vsebino slepega črevesa in pufra) 
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smo mešali z magnetnim mešalom še nekaj minut in jo prepihovali s CO2, dokler nismo 
pripravili brizgalk za polnitev. 
 
Ob začetku polnjenja brizgalk smo CO2 uvajali v prostor nad mešanico vsebine slepega 
črevesa in pufra pod pritiskom 1 bara. Inokulum smo napolnili v ogrete brizgalke s 
pomočjo avtomatske pipete. Vsako brizgalko smo napolnili s 30 ml inokuluma. Po 
polnjenju smo iz brizgalke takoj iztisnili zrak, jo zamašili s plastičnim zamaškom, odčitali 
začetno prostornino (položaj bata), ter jo postavili v stojalo v vodni kopeli, ogreti na 39 °C.  
 
 
Slika 8: Polnjenje brizgalk  
 
V poskus smo vključili tudi slepi vzorec (brizgalke brez substrata) in standardni vzorec 
(vzorec sena). Prostornino plina smo merili po 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72 in 96 
urah inkubacije. 
 
Po osmih urah inkubacije smo iz vodne kopeli odvzeli po 2 brizgalki na vzorec. Njuni 
vsebini smo prelili v 100 ml centrifugirne epruvete in jih do analize na vsebnost HMK 
zamrznili pri -20 °C. 
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3.4 DOLOČANJE VSEBNOSTI HLAPNIH MAŠČOBNIH KISLIN 
3.4.1 Priprava etrskih ekstraktov za določanje hlapnih maščobnih kislin 
 
Vzorce, katere smo pri plinskem testu zamrznili v centrifugirnih epruvetah in jih shranili 
pri temperaturi -20 °C, smo odmrznili pri sobni temperaturi. Pripravili smo 2 stojali s 
steklenimi 10 ml epruvetami in jih ustrezno označili. Delali smo v dveh paralelkah.  
 
V prvem stojalu smo dodali NaCl. Tudi tukaj smo uporabili eno epruveto kot standard, 
kamor smo dodali standardno raztopino. V ostale epruvete pa smo dodali 1 ml odtajanega 
vzorca. Nadaljevali smo z dodajanjem najprej 0,2 ml H2SO4, nato z 0,1 ml internega 
standarda krotonske kisline in na koncu 1 ml dietil etra. Po tem, ko smo v epruvete dodali 
zgoraj navedene snovi, smo vsako epruveto ročno 20 krat obrnili, da se je eter premešal z 
vsebino. Epruvete smo na koncu dali v centrifugo na 2000 obratov/minuto. 
 
V nadaljevanju smo uporabili epruvete iz drugega stojala, v katere smo dali nekaj zrn 
CaCl2. Iz epruvet prvega stojala smo s Pasteurjevimi pipetami prenesli etrsko fazo v 
epruveto v drugem stojalu.  
 
 
 
Slika 9: Stojala epruvet za določanje etrskih ekstraktov  
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Postopek ponovimo tako, da vbrizgamo dodaten 1 ml dietil etra v epruvete z NaCl (1. 
stojalo), da povečamo volumen in ponovimo postopek centrifugiranja in ponovne 
ekstrakcije eterske faze s Pasteurjevimi pipetami. Tako zagotovimo, da imamo dovolj 
materiala za nadaljnjo delo v plinskem kromatografu. 
 
 
Slika 10: Ekstrakcija etrske faze s Pasteurjevimi pipetami  
 
3.4.2 Analitska oprema in pogoji analize 
 
Za analizo HMK smo uporabili plinski kromatograf Hewlett Packard 5890 A, proizvajalca 
Hewlett Packard (ZDA). Preglednica 4 prikazuje pogoje analize za določanje HMK. 
 
 
Slika 11: Plinski kromatograf  
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Preglednica 4: Kromatografski pogoji in pretoki plinov pri določanju HMK 
TEMPERATURNI PROGRAM 
Začetna temperatura kolone 75 °C 
Začetni zadrževalni pas 3,5 min 
Temperatura injektorja 185 °C 
Temperatura detektorja 290 °C 
Hitrost dviga temperature 14 °C/min 
Končna temperature kolone 160 °C 
Končni zadrževalni čas 3 min 
Prostornina injiciranja 1 µl, split 30:1 
Trajanje analize 20 min 
PRETOK PLINOV 
argon (nosilni plin) 2 ml/min 
dušik (make-up plin) 30 ml/min 
vodik (gorilni plin) 30 ml/min 
Sintetični zrak 300 ml/min 
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3.5 IZRAČUNI IN STATISTIČNA OBDELAVA 
3.5.1 Izračuni 
 
Dobljene prostornine nastalega plina so bile korigirane na 1 g suhe snovi (SS) vzorca in 
glede na produkcijo plina iz slepih vzorcev. Z Gompertzovim modelom smo ocenili 
kazalnike produkcije plina (Bidlack in Buxton, 1992; Lavrenčič in sod., 1997). 
 
Gompertzov model: 
 
Yt= B × exp(-C × exp(-A × t))                                                                                      … (1) 
 
kjer so: 
 
Yt = plin proizveden v času »t« 
B = asimptotična vrednost proizvedenega plina (maksimalna količina proizvedenega plina; 
ml/g SS 
C = specifična hitrost fermentacije, na katero vpliva konstantni faktor A 
A = faktor mikrobne (ne)učinkovitosti 
t = čas inkubacije (ure) 
 
Čas največje hitrosti fermentacije (TMFR – time of maximum fermentation rate (h)) smo 
izračunali z drugim odvodom Gompertzove funkcije, ki smo ga izenačili z 0 in rešili po 
»t«. Z vstavitvijo TMFR v prvi odvod Gompertzove funkcije, smo izračunali največjo 
hitrost fermentacije (MFR – maximum fermentation rate (ml/h)): 
 
Prvi odvod: 
 
MFR = B × C × A × exp(-A × TMFR) × exp(-C × exp(-A × TMFR))                           …(2) 
 
Drugi odvod: 
 
TMFR = A × B2 × C2 × exp(-At)2 × exp(-C × exp(-At)) – A × B × C2 × exp(-C × exp(-At))                                            
...(3) 
 
LAG fazo (časovni zamik fermentacije; ure) smo izračunali po naslednji enačbi: 
 
LAG = 1/A × loge(C)                                                                                                       …(4) 
 
Gas8 (količina nastalega plina v 8 urah smo izračunali po naslednji enačbi: 
 
Gas8 = B × exp(-C × exp(-A × 8))                                                                                  …(5) 
 
MFR8 (največja fermentacija v 8 urah) smo izračunali po naslednji enačbi: 
 
MFR8 = B × C × A × exp(-A × 8) × exp(-C × exp(-A × 8))                                           …(6) 
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3.5.2 Statistična obdelava 
 
Značilne razlike med substrati za kazalnike fermentacije B, C, A, MFR, TMFR, GAS8, 
MFR8 in LAG ter vsebnostjo HMK (mmol), molski deleži ocetne (Ac), propionske (Pr), 
maslene (Bu) kisline, razmerjem med Ac in Pr ter razmerjem med Pr in Bu smo testirali s 
statističnim modelom: 
 
Yij = µ + Si + eij,                                                                                                                                                                       …(7) 
 
kjer so: 
 
Yij = kazalniki fermentacije (B, C, A, MFR, TMFR, GAS8, MFR8, LAG), vsebnost 
skupnih HMK, molski deleži Ac, Pr, Bu ter razmerje med (Ac) in (Pr) ter med (Pr) in 
(Bu) 
µ = povprečna vrednost 
Si = vrsta substrata (glukoza, fruktoza, saharoza, inulin, inulin sigma, beta glukan, melasa, 
in Molkolac) 
eij = ostanek 
 
Razlike smo testirali s Duncanovim Multiple Range Testom v statističnem programu SAS 
(SAS Institute Inc., Release 9.4, 2015). 
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4  REZULTATI 
 
4.1 PRIMERJAVA OCENJENIH KAZALNIKOV FERMENTACIJE 
 
Kot lahko razberemo iz preglednice 5, kjer so predstavljeni kazalniki in vitro produkcije 
plina, je statistično največ (p < 0,05) plina nastalo (kazalnik B) ob inkubaciji saharoze (386 
ml/g SS). Sledil ji je inulin (367 ml/g SS), glukoza (353 ml/g SS), fruktoza (345 ml/g SS), 
beta glukani (342 ml/g SS) in inulin Sigma (338 ml/g SS). Med slednjimi nismo ugotovili 
statistično značilnih razlik (p > 0,05). Najmanj plina je nastalo ob inkubaciji Molkolaca 
(298 ml/g SS) in melase (196 ml/g SS), kar je videti tudi na sliki 12. 
 
Kazalnik C (specifična hitrost fermentacije) je bil največji (p < 0,05) ob inkubaciji fruktoze 
(25,28). Najmanjši pa ob inkubaciji melase (4,43) in beta glukana (4,52). Ostali substrati so 
imeli zelo podobne »C«, ki so variirali med 7,50 in 25,28. 
 
Pri kazalniku A (faktor mikrobne (ne)učinkovitosti) izstopa fruktoza (0,306), najmanjšo 
vrednost pa ima beta glukan (0,099), medtem ko pri ostalih substratih nismo ugotovili 
večjih razlik. 
 
Preglednica 5: Primerjava ocenjenih kazalnikov fermentacije  
Vzorec B (ml/g SS) C A 
GLUKOZA 353
bc
 11,79
bc
 0,277
ab
 
FRUKTOZA 345
c
 25,28
a
 0,306
a
 
SAHAROZA 386
a
 9,36
bc
 0,234
bc
 
MOLKOLAC 298
d
 11,70
bc
 0,202
cd
 
INULIN 367
b
 7,50
bc
 0,240
bc
 
INULIN SIGMA 338
c
 17,30
ab
 0,246
bc
 
BETA GLUKAN 342
c
 4,52
c
 0,099
e
 
MELASA 196
e
 4,43
c
 0,230
bc
 
a,b,c,d,e,f 
= vrednosti v posameznih stolpcih, označene z različnimi črkami, se med seboj statistično značilno 
razlikujejo (p < 0,05) 
B = maksimalna količina proizvedenega plina, C = specifična hitrost fermentacije, A = faktor mikrobne 
(ne)učinkovitosti 
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Slika 12: Sproščanje plina (kazalnik B) pri fermentaciji v inokulumu iz slepega črevesa kuncev 
 
4.2 PRIMERJAVA IZRAČUNANIH KAZALNIKOV FERMENTACIJE 
 
LAG faza, nam prikazuje čas od začetka inkubacije do začetka fermentacije. V preglednici 
6 lahko vidimo, da najprej začne fermentirati melasa (2,1 h), sledijo pa ji saharoza (4,9 h), 
glukoza (5,0 h), beta glukan (5,1 h) in fruktoza (6,2 h), med katerimi ni statističnih razlik 
(p > 0,05). Statistične razlike opazimo med fruktozo, inulinom in melaso (p < 0,05). 
Najdaljši LAG imata Molkolac (7,1 h) in inulin Sigma (7,4 h).  
 
Največjo hitrost fermentacije (MFR) smo izračunali pri fruktozi (38,9 ml/h), ki pa se 
statistično značilno ne razlikuje od glukoze (36,0 ml/h), saharoze (33,2 ml/h) in inulina 
(32,3 ml/h) (p > 0,05). Fruktoza ima statistično značilno večji MFR (p < 0,05) le od inulina 
iz Sigme (30,5 ml/h), Molkolaca (22,1 ml/h), beta glukana (12,5 ml/h) in melase (16,7 
ml/h). Beta glukan spada med substrate z najmanjšo MFR (12,5 ml/h), kar je lepo videti na 
sliki 13.  
 
Čas, v katerem je bila dosežena največja hitrost fermentacije (TMFR), je bil najkrajši pri 
melasi (6,4 h), ki se statistično razlikuje od vseh uporabljenih substratov. Nekoliko daljši 
TMFR imajo glukoza (8,6 h), fruktoza (9,6 h), saharoza (9,4 h) in inulin (8,3 h), ki se med 
seboj ne razlikujejo (p > 0,05). Inulin iz Sigme in Molkolac  imata TMFR dolg 11,5 h in 
12,1 h, najdaljši čas pa ima beta glukan (15,3 h). Razlika med TMFR inulina iz Sigme in 
Molkolacom ni bila statistično značilna (p > 0,05), se pa TMFR beta glukana statistično 
razlikuje od vseh uporabljenih substratov po TMFR (p < 0,05).  
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Preglednica 6: Primerjava izračunanih kazalnikov fermentacije (LAG, MFR, TMFR, GAS8, MFR8) med 
substrati  
Vzorec LAG (h) MFR (ml/h) TMFR (h) GAS8 
(ml/h) 
MFR8 (h) 
GLUKOZA 5,0
bc
 36,0
ab
 8,6
c
 106,4
ab
 35,1
a
 
FRUKTOZA 6,2
ab
 38,9
a
 9,6
c
 66,2
cd
 31,9
a
 
SAHAROZA 4,9
bc
 33,2
ab
 9,4
c
 99,1
b
 31,5
a
 
MOLKOLAC 7,1
a
 22,1
c
 12,1
b
 32,8
e
 13,9
bc
 
INULIN 4,1
c
 32,3
ab
 8,3
cd 
 124,5
a
 31,9
a
 
INULIN 
SIGMA 
7,4
a
 30,5
b
 11,5
b
 33,5
e
 18,3
b
 
BETA 
GLUKAN 
5,1
bc
 12,5
d
 15,3
a
 45,7
de
 9,1
c
 
MELASA 2,1
d
 16,7
cd
 6,4
e
 98,1
b
 15,6
bc
 
a,b,c,d,e
 = vrednosti v posameznih stolpcih, označene z različnimi črkami, se med seboj statistično značilno 
razlikujejo (p < 0,05) 
LAG = časovni zamik fermentacije, MFR = največja hitrost fermentacije, TMFR = čas največje hitrosti 
fermentacije, GAS8 = količina nastalega plina v 8 urah, MFR8 = največja hitrost fermentacije v 8 urah 
 
V prvih 8 urah fermentacije (GAS8), se je pri fermentaciji inulina tvorilo največ plina 
(124,5 ml/h). Podoben GAS8 ima tudi glukoza (106,4 ml/h). Saharoza (99,1 ml/h) in 
melasa (98,1 ml/h) imata statistično značilno manjši GAS8 od inulina, ne pa tudi od 
glukoze (p > 0,05). Fruktoza (66,2 ml/h) in beta glukan (45,7 ml/h) imata statistično 
značilno manjši GAS8 od prej naštetih substratov (p < 0,05). Najmanj plina tvorita inulin 
Sigma (33,5 ml/h) in Molkolac (32,8 ml/h). 
 
Največjo hitrost fermentacije v 8 urah (MFR8) so imeli glukoza (35,1 h), fruktoza (31,9 h), 
saharoza (31,5 h) in inulin (31,9). Med njimi ni bilo statistično značilnih razlik (p > 0,05). 
Od njih imajo statistično značilno manjšo (p < 0,05) MFR8 inulin Sigma (18,3 h), melasa 
(15,6 h) in Molkolac (13,9), najmanjšo pa beta glukan (9,1 h) (p < 0,05). 
 
 
Slika 13: Hitrost fermentacije  substratov (MFR) v inokulumu slepega črevesa kuncev 
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4.3 PRIMERJAVA KOLIČIN HMK, TVORJENIH V 8 URAH IN VITRO 
FERMENTACIJE  
 
Preglednica 7 nam prikazuje sintezo HMK, nastalih v osmih urah fermentacije. Opazimo, 
da je statistično značilno (p < 0,05) največ HMK nastalo pri fermentaciji melase 
(3,15 mmol/g SS) in inulina (2,60 mmol/g SS) (p > 0,05). Statističnih razlik v količini 
HMK ni med glukozo (2,25 mmol/g SS), fruktozo (2,09 mmol/g SS), saharozo 
(2,26 mmol/g SS), Molkolacom (1,94 mmol/g SS) ter inulinom (2,60 mmol/g SS). 
Najmanjši sintezi HMK smo določili pri fermentaciji beta glukana (1,39 mmol/ g SS) in 
inulina iz Sigme (1,50 mmol/ g SS) ter Molkolaca (1,94 mmol/g SS). 
 
Preglednica 7: HMK tvorjeni v 8 urah in vitro fermentacije  
Vzorec HMK 
(mmol/g 
SS) 
Delež HMK  
(mmol/mol HMK) 
Razmerja 
Ac Pr Bu Ac:Pr Pr:Bu 
GLUKOZA 2,25
b
 0,558
c
 0,129
b
 0,313
bc
 4,34
c
 0,41
c
 
FRUKTOZA 2,09
bc
 0,564
c
 0,119
b
 0,318
b
 4,76
c
 0,37
cd
 
SAHAROZA 2,26
b
 0,573
c
 0,086
c
 0,341
a
 6,68
b
 0,25
e
 
MOLKOLAC 1,94
bcd
 0,622
b
 0,088
c
 0,290
cd
 7,12
a
 0,30
de
 
INULIN 2,60
ab
 0,566
c
 0,134
a
 0,300
bcd
 4,33
c
 0,45
c
 
INULIN 
SIGMA 
1,50
cd
 0,623
b
 0,132
a
 0,244
e
 4,87
c
 0,54
a
 
BETA 
GLUKAN 
1,39
d
 0,668
a
 0,098
 c
 0,234
e
 6,85
ab
 0,42
c
 
MELASA 3,15
a
 0,639
b
 0,083
c
 0,278
d
 7,76
a
 0,30
de
 
a,b,c,d,e,f
 =  vrednosti v posameznih stolpcih, označenih z različnimi črkami, se med seboj statistično značilno 
razlikujejo (p < 0,05) 
Ac:Pr = razmerje med ocetno in propionsko kislino, Pr:Bu = razmerje med propionsko in masleno kislino,  
Ac = molski delež ocetne kisline, Pr = molski delež propionske kisline, Bu = molski delež maslene kisline 
 
Pri posameznih deležih HMK opazimo, da prevladuje ocetna kislina, sledi ji maslena 
kislina, najmanj pa je propionske kisline. Po osmih urah fermentacije je bil statistično 
značilno največji delež ocetne kisline pri fermentaciji beta glukana (0,668 mmol/mol 
HMK), najmanj pa pri fermentaciji fruktoze (0,564 mmol/mol HMK) (p < 0,05). Prav tako 
so mikroorganizmi tvorili statistično največji delež propionske kisline pri fermentaciji 
inulina (0,134 mmol/mol HMK), najmanj pa pri fermentaciji melase (0,083 mmol/mol 
HMK) (p < 0,05). Največji delež maslene kisline pa smo določili pri fermentaciji saharoze 
(0,341 mmol/mol HMK), najmanjšega pa pri beta glukanu (0,234 mmol/mol HMK) (p < 
0,05). 
 
Po osmih urah fermentacije je bilo razmerje med ocetno in propionsko kislino najširše pri 
fermentaciji melase (7,76), najožje pa pri fermentaciji inulina (4,33) (p < 0,05). Razmerje 
med propionsko in masleno kislino je bilo najširše pri fermentaciji inulina iz Sigme (0,54), 
medtem ko je bilo najožje pri fermentaciji saharoze (0,25) (p < 0,05). 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
5.1 RAZPRAVA  
 
Procesi prebave v in vitro okolju niso in ne bodo nikoli enaki kot v in vivo okolju. 
Inokulum, pripravljen iz slepega črevesa kuncev, ne predstavlja celotne mikrobne 
populacije prebavnega trakta ali njihove aktivnosti. Pufer, ki ga uporabljamo pri in vitro 
metodah, vsebuje veliko hranljivih snovi (dušik, makro in mikro elementi), ki pa niso v 
celoti prisotne v črevesu živali. To pomeni, da je obseg in vivo fermentacije vedno manjši 
od obsega in vitro fermentacije. Čeprav so razlike med omenjenima fermentacijama očitne 
in z in vitro metodami ne moremo v celoti nadomestiti in vivo okolja, so Bauer in sod. 
(2004) in Bindelle in sod. (2007a in 2007b) ugotovili, da lahko s plinskim testom vseeno 
karakteriziramo fermentacijo krme v izbranem delu črevesa neprežvekovalcev in se 
približamo dogajanjem in vivo fermentacije (Lavrenčič, 2007). 
 
Prvi rezultati naše raziskave nam kažejo primerjavo ocenjenih kazalnikov fermentacije. 
Rezultati, prikazani v preglednici 5 (kazalnik B), kažejo, da največ plina nastane ob 
fermentaciji saharoze. Opazimo lahko, da so med najbolj fermentativnimi substrati poleg 
saharoze tudi inulin, glukoza in fruktoza. Sledita jim beta glukan in inulin iz Sigme, med 
najmanj produktivnimi pa sta Molkolac in melasa. Pri vseh sladkorjih bi pričakovali velik 
obseg fermentacije in s tem veliko produkcijo plina, vendar smo v naši raziskavi ugotovili 
precejšnje razlike. Mikrobi v slepem črevesu hitreje razčlenijo enostavne vezi, zato se 
glukoza in fruktoza, kot predstavnika monosaharidov, fermentirata v največjem obsegu. 
Saharoza je disaharid, sestavljena iz dveh monosaharidov (glukoze in fruktoze), ki pa sta 
med seboj povezani z enostavnimi vezmi. Kot vemo, je laktoza tudi disaharid, sestavljena 
iz glukoze in galaktoze, zato bi pričakovali podoben rezultat kot pri saharozi. V naši 
raziskavi smo »laktozo« uporabili kot Molkolac, ki pa ni 100 % laktoza, saj so v njem 
primešane še ostale snovi (83 % laktoze, 4 % vode, 3 % surovih beljakovin, 6 % surovega 
pepela ter maksimalno 1 % surovih maščob). Mogoče je to razlog, da je pri fermentaciji 
Molkolaca manj nastalega plina. Maščobe ne fermentirajo, iz beljakovin pa dobimo okoli 
1/3 plina v primerjavi z OGH. Saharoza in laktoza se razlikujeta tudi v sestavi glikozidnih 
vezi. Saharoza je povezana z α-glikozidnimi vezmi, medtem ko je laktoza povezana z β- 
glikozidnimi vezmi. Morda je to tudi en izmed razlogov, za tolikšno razliko pri 
fermentaciji in produkciji plina. 
 
V raziskavi Karppinnen in sod. (2000) so za inokulum uporabili človeške iztrebke. 
Raziskovali so in vitro fermentacijo rženih, pšeničnih in ovsenih otrobov in inulina. 
Ugotovili so, da je inulin fermentiral v največjem obsegu. Inulin lahko uvrščamo tako med 
polisaharide kot med oligosaharide. Sestavljajo ga β-D-fruktoza vezane podskupine, 
povezane med seboj z glikozidnimi vezmi, zaključene z α(1-2) D-glukozo (Mensink in 
sod., 2015). V naši raziskavi smo opazili velike razlike (p < 0,05) v obsegu fermentacije 
med inulinom in inulinom iz Sigme. Čeprav sta to substrata iste skupine, se lahko 
razlikujeta v razvejanosti in kompleksnosti verige. Predvidevamo, da je, zaradi 
kompleksnosti in dolžine verig, inulin iz Sigme fermentiral v manjšem obsegu, saj imajo 
mikrobi več dela pri razgradnji verig. 
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Bauer in sod. (2004) so naredili raziskavo pri prašičih in ugotavljali razlike pri produkciji 
plina med inokulumi, ki so bili pripravljeni iz vsebin treh delov črevesa (slepo črevo, 
srednje črevo in rektum). Kot substrate so uporabili krompirjev škrob, pšenične otrobe in 
ovsene kosmiče. Ugotovili so, da obstajajo razlike v produkciji plina tako med substrati kot 
tudi med prašiči. Količina produciranega plina je bila največja pri fermentaciji z 
inokulumom pripravljenim iz vsebine iz rektuma, malo manj pri tistem iz srednjega 
črevesa, najmanjša pa pri tistem pripravljenem iz vsebine slepega črevesa (p < 0,001). 
Razlike med živalmi kažejo na to, da je mešanje vzorcev med živalmi pomembno. 
 
LAG je bila v našem primeru najkrajša pri fermentaciji melase (preglednica 6). LAG in 
TMFR (čas največje hitrosti fermentacije) so v in vivo okolju najverjetneje še krajši, saj so 
substrati že hidrirani in kolonizirani z mikrobi preden pridejo v slepo črevo. V in vitro 
okolju pa se hidriracija in kolonizacija mikrobov začne šele z začetkom inkubacije. Poleg 
tega lahko pričakujemo daljši LAG in TMFR v in vitro okolju tudi zaradi razredčenega 
inokuluma (Bindelle in sod., 2007a in 2007b), s tem se zmanjša koncentracija aktivnih 
bakterij v inokulumu in zmanjša količina hranljivih snovi, na katere so mikrobi prilagojeni 
(Campbell in sod., 2002; Bindelle in sod., 2007a in 2007b). V naši raziskavi smo pri 
substratih, ki so producirali največ plina (glukoza, fruktoza, saharoza in inulin) ugotovili, 
da med njimi v LAG ni statističnih razlik (p > 0,05). Predvidevamo, da je do tega prišlo 
zaradi enostavnosti verig in razgradljivosti in tako so mikroorganizmi hitro začeli 
fermentirati substrate.  
 
Čas zadrževanja vsebine v slepem črevesu je okoli 10 ur. V tem času naj bi fermentirala 
večina substratov. TMFR nam pove čas največje hitrosti fermentacije. Ugotovili smo, da 
so substrati, kot so glukoza, fruktoza, saharoza, inulin in melasa, dosegli največjo hitrost 
fermentacije v 10 urah, za kar lahko predvidevamo, da so te substrati v večini fermentirani 
v slepem črevesu.  Ti substrati so tudi substrati z največjo produkcijo plina. Substrati, ki 
temu ne ustrezajo (inulin iz Sigme, beta glukan in Molkolac) so po naših predvidevanjih 
dokončno fermentirani v debelem črevesu ali pa izločeni v iztrebkih.  
 
Med substrate, ki so dosegli največjo hitrost fermentacije (MFR) spadajo glukoza, 
fruktoza, saharoza, inulin in inulin iz Sigme (p > 0,05).  Za vse naštete predvidevamo, da 
so  v večini fermentirani v slepem črevesu kuncev (TMFR do 10 ur), razen inulin iz Sigme, 
ki ima TMFR daljši od 10 ur (11,48 ur). Razlog, da so med najhitreje in najobsežnejše 
fermentiranimi substrati, je najverjetneje v enostavni razčlenitvi verig in dobre dostopnosti 
mikroorganizmov za fermentacijo. 
 
Za boljšo pojasnitev izračunanih kazalnikov fermentacije smo izračunali še GAS8 in 
MFR8. GAS8 predstavlja količino produciranega plina v 8 urah, medtem ko MFR8 
predstavlja največjo hitrost fermentacije v 8 urah inkubacije. Ugotovili smo, da so v 8 urah 
dosegli največjo hitrost fermentacije substrati, kot so glukoza, fruktoza, saharoza in inulin. 
Med njimi nismo našli nobenih statistično značilnih razlik. Prav tako so ti substrati tisti, za 
katere predvidevamo, da so na podlagi TMFR in MFR v večini razgrajeni v slepem 
črevesu in imajo največjo hitrost fermentacije nasploh v celi raziskavi. GAS8 nam kaže, da 
je v 8 urah največ plina nastalo ob fermentaciji inulina, sledita mu glukoza in saharoza. 
Zanimivo je, da fruktoza, kot ena izmed najhitreje in najbolj fermentabilnih substratov v 
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raziskavi, v 8 urah ni tvorila podobne količine plina, kot ostali trije substrati na višku 
produkcije plina (p < 0,05). 
 
Salvador in sod. (1993) so raziskovali fermentacijo sladkorjev in produkcijo HMK pri 
človeku. Inokulum so pripravili iz človeških iztrebkov. Kot substrate so uporabili pšenične 
otrobe, sladkorno peso, koruzo, grahove luščine in kakav. Vseh pet substratov je bilo 
predvsem sestavljenih iz arabinoze, ksilaze, glukoze in uronske kisline v različnih 
razmerjih, kar lahko vpliva na fermentacijo. Po rezultatih sodeč, se je sladkorna pesa 
(pektini (uronska kislina)) najhitreje in v celoti razgradila, medtem ko je bila fermentacija 
koruze v 24 urah najmanjša. Kakav, pšenični otrobi in grahove luščine (veliko celuloze in 
hemiceluloz) so bili le delno fermentirani v 24 urah. Po 6 urah fermentacije je potekala 
fermentacija graha počasneje kot fermentacija kakava in pšeničnih otrobov. 
 
Prav tako so Karppinnen in sod. (2000) ugotovili, da je pri in vitro fermentaciji rženih, 
pšeničnih in ovsenih otrobov ter inulina v inokulumu, pripravljenim iz človeškega blata, 
prišlo do najhitrejše fermentacije pri inkubaciji inulina, medtem ko je bila fermentacija 
kompleksnih OGH izbranih otrobov počasnejša. OGH v ovsenih kosmičih (bogati z beta 
glukani) so se fermentirali hitreje, kot tisti v rženih otrobih ali pšeničnih otrobih (bogati z 
arabinoksilani). V vseh otrobih je bila glukoza tista, ki je od vseh ostalih sladkorjev 
najhitreje fermentirala. Pri fermentaciji pšenični otrobov je nastalo malo manj plina kot pri 
fermentaciji rženih in ovsenih otrobov.  
 
Monsma in sod. (2000) so opravili raziskavo na podganah. Kot substrate so uporabili 
ovsene in pšenične kosmiče. Skušali so ugotoviti potek in vitro fermentacije izbranih 
substratov v inokulumu, ki je bil pripravljen iz vsebine slepega črevesa podgan. 
Fermentacija beta glukanov in glukoze je bila statistično značilno večja od fermentacije 
arabinoze in ksiloze. Velika večina beta glukanov (95 %) je bilo fermentiranih pri 
fermentaciji ovsenih kosmičev v 12 urah. Ugotovili so, da je v 24 urah fermentiralo 60 do 
70 % glukoze, arabinoze in ksiloze iz ovsenih kosmičev, a le 25 do 45 % iz pšeničnih 
kosmičev. Ugotovili so tudi, da pri fermentaciji pšeničnih kosmičev niso zaznali večje 
produkcije maslene kisline (p < 0,05). Fermentacija pšeničnih kosmičev je bila tudi 
počasnejša kot fermentacija ovsenih kosmičev. Več propionske kisline se je  tvorilo pri 
fermentaciji beta glukanov v ovsenih kosmičih.  
 
Blümmel in sod. (1997) in Getachew in sod. (1998) so ugotovili, da je količina 
proizvedenega plina v plinskem testu premo sorazmerna s količino proizvedenih HMK. To 
pomeni, da uporaba substratov, ki načeloma naredijo več plina, vodi do večje produkcije 
hlapnih maščobnih kislin. V našem primeru opazimo, da med najbolj produktivne substrate 
spadajo glukoza, fruktoza, saharoza in inulin. Iz preglednice 7, je razvidno, da je 
produkcija skupnih HMK tudi med največjimi pri omenjenih substratih. Torej dobljeni 
rezultati potrjujejo ugotovitve omenjenih znanstvenikov, čeprav lahko opazimo, da je bilo  
pri fermentaciji melase, kjer se je v našem primeru tvorilo najmanj plina (preglednica 5, 
kazalnik B), vseeno največja produkcija skupnih HMK. Lavrenčič (2007) je opravil 
podobno raziskavo pri kuncih, le da je uporabil substrate, kot so pektin, ksilan, škrob, 
celuloza in komercialno sestavljena krmna mešanica. Ugotovil je, da pektini in ksilan 
tvorita največ plina in s tem tudi največ hlapnih maščobnih kislin.  
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Mikrobna aktivnost v flori slepega črevesa vodi do produkcije hlapnih maščobnih kislin in 
amonijaka, zaradi fermentacije enostavnih sladkorjev in aminokislin. V veliki meri 
prevladuje ocetna kislina (Ac = 60–80 % HMK), sledi ji maslena kislina (Bu = 8-20 % 
HMK) in nato propionska kislina (Pr = 3-10 % HMK) (Gidenne in sod., 2010). Rezultati 
(preglednica 7) kažejo, da je bilo tudi v naši raziskavi producirane največ ocetne, nato 
maslene in na koncu propionske kisline. Pri izračunanih deležih hlapnih maščobnih kislin 
opazimo tudi razlike med substrati. Največji delež propionske kisline in maslene kisline so 
tvorili substrati, ki so tvorili tudi največ plina (glukoza, fruktoza, saharoza in inulin). 
 
Pri raziskavi Karppinnen in sod. (2000), kjer so za inokulum uporabili človeške iztrebke, 
so ugotovili tudi, da je bila skupna produkcija HMK malenkost višja pri ovsenih otrobih od 
rženih otrobov, pšeničnih otrobov in inulina. Pri fermentaciji inulina je bilo producirane 
več maslene kisline in manj propionske kisline kot pri fermentaciji kosmičev. 
 
Po raziskavi Salvador in sod. (1993) sodeč, lahko ugotovimo, da je pri človeku delež 
propionske kisline pri fermentaciji koruze, kakava in graha skoraj enak. Medtem pa se je 
koncentracija propionske kisline pri fermentaciji sladkorne pese in pšeničnih otrobov 
povečala. Enako je bilo pri masleni kislini, namreč, sladkorna pesa in pšenični otrobi so pri 
inkubaciji v inokulumu, pripravljenem iz človeških iztrebkov, fermentirali bolj v smer 
višjega deleža maslene kisline kot kakav, grah ali koruza. Kot vemo, iz sladkorne pese 
pridobivamo saharozo. V naši raziskavi lahko opazimo, da so rezultati podobni kot v 
raziskavi Salvador in sod. (1993), saj je saharoza med tistimi substrati, kjer je pri 
fermentaciji nastalo največ propionske in maslene kisline. 
 
Hughes in sod. (2008) so raziskovali in vitro fermentacijo ovsa in ječmena pri človeku. Za 
inokulum so uporabili vsebino človeških iztrebkov. Ugotovili so, da je pri fermentaciji beta 
glukana nastalo več maslene kisline, kot pri fermentaciji inulina. V naši raziskavi smo 
ugotovili ravno obratno, saj je večji delež maslene kisline nastal pri fermentaciji inulina kot 
pri fermentaciji beta glukana. 
 
Znano je, da HMK znižujejo pH slepega črevesa. Gidenne (1997) je ugotovil, da je pH 
slepega črevesa povezan z zdravstvenim stanjem rastočih živali. V primeru prebavnih 
motenj (driske) je Gidenne (1997) ugotovil, da se razširi razmerje med propionsko in 
masleno kislino ter zmanjša delež maslene kisline. Poleg tega se zmanjša tudi skupna raven 
hlapnih maščobnih kislin (pod 50 mmol/g SS).  
 
Padilha in sod. (1995) so naredili raziskavo na kuncih starih od 15 pa do 49 dni. Zanimala 
jih je razlika v produkciji plina in produkciji HMK pred in po odstavitvi v slepem črevesu 
kuncev. pH se je linearno zmanjševal čez vso raziskavo. Skupna količina HMK se je 
povečevala med dnevi 15 (8,2 mmol/g SS) in 25 (33,9 mmol/g SS), na koncu raziskave pa 
je količina končala pod 40 mmol/g SS. Koncentracija propionske kisline je bila na začetku 
visoka, do dneva 15, nato se je zmanjševala, ko so živali začeli jesti trdo krmo. Razmerje 
med propionsko in masleno kislino se je spremenila pri odstavitvi (3,8  na 15. dan in 0,5 na 
49. dan). Na razmerje med ocetno in propionsko kislino pa starost ni imela vpliva (p > 
0,19). Čeprav so v naši raziskavi kunci stari 78 dni, vidimo, da je produkcija skupnih HMK 
okoli 20 do 30 mmol/g SS, iz česar bi lahko sklepali, da se produkcija HMK do klavne 
starosti ne povečuje.  Pri razmerju med ocetno in propionsko kislino vidimo, da pri 
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fermentaciji substratov, kot so glukoza, fruktoza, saharoza in inulin ne prihaja do 
statistično značilnih razlik, medtem ko so pri razmerju med propionsko in masleno kislino 
statistično značilne razlike (p < 0,05).  
5.2 SKLEPI 
 
1. S pomočjo plinskega testa smo v inokulumu slepega črevesa kuncev ugotovili, da je 
največja količina proizvedenega plina (preglednica 5, kazalnik B) nastala pri 
fermentaciji saharoze (386 ml/g SS). Poleg nje, so med vodilnimi substrati, ki so 
proizvedli največ plina fruktoza (345 ml/g SS), glukoza (353 ml/g SS) in inulin 
(367 ml/g SS). Melasa je substrat, kjer je pri fermentaciji nastalo najmanj plina  
(196 ml/g SS). 
 
2. Najhitreje je začela fermentirati melasa (2,1 h), najkasneje pa inulin iz Sigme 
(7,4 h). 
 
3.  Čas zadrževanja vsebine v slepem črevesu kuncev traja 8 do 10 ur (Gidenne, 
1997). V tem času naj bi po naših ugotovitvah substrati, kot so glukoza, fruktoza, 
saharoza, inulin in melasa dosegli najvišjo hitrost fermentacije (TMFR). 
 
4. Substrati, iz katerih je nastalo največ plina (glukoza, fruktoza, saharoza in inulin), 
so imeli v celotni raziskavi kot tudi v prvih osmih urah inkubacije največjo hitrost 
fermentacije (MFR8). GAS8 je bil največji pri inkubaciji inulina (124,5 ml/L), 
najmanjši pa pri inkubaciji Molkolaca (32,8 ml/L). 
 
5. Substrati, kot so glukoza, fruktoza, saharoza in inulin, iz katerih je nastalo največ 
plina, so tvorili tudi največjo količino HMK. 
 
6. Pri deležih HMK opazimo, da je proizvedene največ ocetne kisline, sledi ji maslena 
kislina, najmanj pa je propionske kisline. Razmerje med ocetno in propionsko 
kislino je širše kot med propionsko in masleno kislino.  
 
7. Pri fermentaciji melase je bilo po 8 urah inkubacije razmerje med ocetno in 
propionsko kislino najširše, medtem kot je bilo razmerje med propionsko in 
masleno kislino najširše pri fermentaciji inulina iz Sigme. 
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6 POVZETEK 
 
Prebava kuncev je razdeljena na tri dele. Na začetku se krma mehansko predela v ustih in 
prepoji s slino. Pot krme se nadaljuje skozi požiralnik v želodec, kjer nastopi encimska 
prebava. Kemična prebava (NaOH, HCl) oz. prebava z endogenimi encimi v želodcu in 
tankem črevesu, kjer poteka prebava beljakovin, maščob in topnih ogljikovih hidratov, s 
pomočjo izločkov, kot so pepsin, želodčni sok, žolč, pakreasni sok in črevesni sok. Zadnji 
del prebave pa se imenuje mikrobna prebava, kjer imajo glavno vlogo mikroorganizmi v 
debelem črevesu. Debelo črevo je sestavljeno iz kolona, slepega črevesa in danke. 
Kunčevo debelo črevo spada pod posebnost vrste, saj ima najobsežnejše slepo črevo, 
katero ima poseben mehanizem ločevanja delcev in deluje kot vamp pri prežvekovalcih. 
Mikrobna fermentacija v slepem črevesu kuncev je izrednega pomena, saj s pomočjo 
mikrobov in njihovih encimov razgradijo oz. fermentirajo težje prebavljive hranljive snovi 
(pektini, celuloze, hemiceluloze). Prebava se nato zaključi z izločanjem blata skozi 
zadnjično odprtino. Poznamo še eno posebnost vrste, ki se imenuje cekotrofija (nastanek 
cekotrofov) in cekofagija (zauživanje cekotrofov). 
 
V naši raziskavi smo uporabili vsebino slepega črevesa kuncev za in vitro določanje 
fermentacije s plinskim testom. S pomočjo te tehnike smo izmerili količine plina nastalega 
pri inkubaciji različnih ogljikovih hidratov, kot so glukoza, fruktoza, saharoza, inulin, 
inulin Sigma, beta glukan, melasa in Molkolac v inokulumu, pripravljenim iz vsebine 
slepega črevesa kuncev. Namen naše raziskave je bil ugotoviti, ali v primeru, da ti substrati 
pridejo v slepo črevo fermentirajo in kolikšna je produkcija plina. Količino plina smo 
merili po 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72 in 96 urah inkubacije. Podatke o produkciji plina 
smo dopolnili z določanjem količine HMK po 8 urah inkubacije. Dobljene vrednosti 
nastalega plina in HMK smo korigirali na 1 g suhe snovi in na koncu ocenili kinetiko 
(kazalnike) fermentacije z Gompertzovim modelom v statističnem programu SAS. 
 
Rezultati kažejo, da je pri inkubaciji saharoze nastalo največ plina. Poleg nje so med 
vodilnimi substrati, ki so tvorili največ plina fruktoza, glukoza in inulin. Najmanj plina je 
tvorila melasa. Najkrajši LAG je imela melasa (2,05 h), najdaljšega pa inulin iz Sigme 
(7,35 h). Največjo hitrost fermentacije ima sicer fruktoza, ki pa se ne razlikuje statistično 
značilno od glukoze, saharoze in inulina (p > 0,05). Štirje omenjeni substrati so po 
rezultatih sodeč imeli največjo hitrost fermentacije tako v 8 urah kot v celotni raziskavi. 
Čas zadrževanja vsebine v slepem črevesu je omejen na 8 do 10 ur. Rezultati kažejo, da so 
v tem času substrati, kot so glukoza, fruktoza, saharoza, inulin in melasa dosegli najvišjo 
hitrost fermentacije.  
 
Pri produkciji HMK opazimo, da so substrati, kot so glukoza, fruktoza, saharoza in inulin, 
ki so tvorili največ plina, tvorili tudi največ skupnih HMK. Največji delež HMK ima 
ocetna kislina, nato maslena kislina in na koncu propionska kislina. Največji delež ocetne 
kisline ima beta glukan, opazimo pa lahko majhne statistične razlike med substrati, razen 
med glukozo, fruktozo, saharozo in inulinom jih ni (p > 0,05). Največji delež propionske 
kisline so določili pri inulinu in inulinu iz Sigme. Prav tako lahko opazimo, da ni 
statistično značilnih razlik med ostalimi substrati, razen med glukozo in fruktozo (p 
< 0,05). Pri masleni kislini pa opazimo večje razlike med substrati (p < 0,05). Najvišji 
delež maslene kisline ima saharoza. Pri fermentaciji melase je razmerje med ocetno in 
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propionsko kislino najširše, medtem je ko razmerje med propionsko in masleno kislino 
najširše pri fermentaciji inulina  iz Sigme. 
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